Effets de la cyclosporine A sur des poumons porcins reperfusés ex vivo by Gennai, Stéphane
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Résumé 
Objectif 
De nombreux travaux ont souligné le rôle de la Cyclosporine A (CsA) dans la prévention des 
lésions d’ischémie-reperfusion (I/R) mais aucun n’a été effectué sur poumons isolés de 
grands mammifères. Notre objectif était de mesurer pour la première fois les effets de la CsA 
sur les lésions d’I/R dans un modèle de poumons porcins reperfusés ex vivo, en évaluant 
plusieurs doses de CsA pour différents temps d’ischémie. 
Méthodes 
L’expérimentation A a été conduite sur 4 groupes de 8 paires de poumons chacune : un 
groupe contrôle et 3 groupes recevant différentes concentrations de CsA (1, 10 ou 30 µM) au 
moment de l’ischémie et au début de la reperfusion, après 2 heures d’ischémie. 
L’expérimentation B a été conduite sur 3 groupes de 5 paires de poumons chacune. Les 
poumons de chaque paire étaient séparés juste après le début de l’ischémie. Les premiers 
poumons étaient évalués après une ischémie de 2 heures (jour 0), sans CsA. Les seconds 
poumons étaient évalués après une ischémie de 24 heures (jour 1), soit sans soit avec CsA (1 
ou 5 µM), administrée le cas échéant au début de la reperfusion. 
Résultats 
La CsA augmentait le rapport PO2/FiO2 avec un effet dose mais augmentait également la 
pression artérielle pulmonaire, la pression capillaire et les résistances vasculaires 
pulmonaires, à 10 et 30 µM mais pas à 1 ni 5 µM. Les poumons qui recevaient 30 µM de 
CsA affichaient des concentrations élevées en cytokines pro-inflammatoires. La 
concentration en RAGE (receptor for advanced glycation endproducts) dans le lavage 
broncho-alvéolaire diminuait avec la CsA à J1 en comparaison à J0. 
Conclusions 
Lors de l’I/R pulmonaire, les bénéfices cellulaires des doses élevées de CsA sont 
contrebalancés par ses effets hémodynamiques sur la microvascularisation. A faibles doses, 
la CsA semble améliorer la fonction pulmonaire. 
Mots clefs  
Cyclosporine A, fonction pulmonaire, lésions d’ischémie / reperfusion, transplantation. 
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Abstract 
Objective 
Several works highlighted the role of Cyclosporine A (CsA) in the prevention of ischemia 
reperfusion (I/R) injuries but none on isolated lungs of big mammals. Our objective was to 
measure for the first time the effects of CsA in I/R injuries in an ex vivo reperfused pig lungs 
model, by evaluating several doses of CsA for different times of ischemia. 
Methods 
Experimentation A was performed on 4 groups of 8 pairs of lungs each: a control group and 
3 groups receiving different concentrations of CsA (1, 10 or 30 µM) at the time of ischemia 
and at the beginning of the reperfusion, after a 2 hours ischemia. Experimentation B was 
performed on 3 groups of 5 pairs of lungs each. Lungs from each pair were separated just 
after the beginning of ischemia. The first lungs were evaluated after a 2 hours ischemia (day 
0), without CsA. The second lungs were evaluated after a 24 hours ischemia (day 1), either 
without or with CsA (1 or 5 µM), administered when appropriate at the beginning of the 
reperfusion. 
Results 
CsA improved the PO2/FiO2 ratio with a dose dependent effect but increased pulmonary 
arterial pressure, capillary pressure, and pulmonary vascular resistances, at 10 and 30 µM but 
neither at 1 or 5 µM. Lungs receiving 30 µM of CsA displayed elevated concentrations in 
pro-inflammatory cytokines. Concentrations in RAGE (receptor for advanced glycation 
endproducts) in broncho-alveolar lavage decreased with CsA at day 1 compared to day 0. 
Conclusions 
During pulmonary I/R, the cellular benefits of high doses of CsA are counterbalanced by its 
hemodynamic effects on microvascularisation. At low doses, CsA seems to improve lung 
function. 
Key words 
Cyclosporine A, ischemia / reperfusion injuries, pulmonary function, transplantation. 
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Abréviations 
AFC : alveolar fluid clearance (clairance liquidienne alvéolaire) 
ADP : adénosine diphosphate 
ANT : adénine nucléotide translocase 
ATP : adénosine triphosphate 
CEC : circulation extracorporelle 
CO : monoxyde de carbone 
CO2 : dioxyde de carbone 
COX : cyclo-oxygénase 
CsA : cyclosporine A 
Cyp : cyclophiline 
ETCO2 : end tidal carbon dioxid pressure (pression partielle en dioxyde de carbone expiré) 
EVLP : ex vivo lung perfusion (perfusion pulmonaire ex vivo) 
f : fréquence respiratoire 
FiO2 : fraction inspirée en oxygène 
FITC-D70 : fluorescein isothiocyanate labeled dextran 
GMPc : 3’-5’- guanosine monophosphate cyclique 
H2O : eau 
I/R : ischémie-reperfusion 
IGF : insulin-like growth factor 
IL : interleukine 
ISHLT : International Society for Heart and Lung Transplantation 
IV : intraveineux 
K : coefficient de transport du FITC-D70 du liquide de perfusion vers l’alvéole 
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LBA : lavage broncho-alvéolaire 
MAP : mitogen-activated protein 
N2 : azote 
NAD : nicotinamide adénine dinucléotide 
NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 
NF : nuclear factor (facteur nucléaire) 
NFAT : nuclear factor of activated T-cells (facteur nucléaire des lymphocytes T activés) 
NIM-811 : N-Methyl-4-isoleucine cyclosporin 
NO : monoxyde d’azote 
NOS : nitric oxid synthase (oxyde nitrique ou monoxyde d’azote synthase) 
O2 : oxygène 
P : perfusat  
PCO2 : pression partielle en dioxyde de carbone  
PO2 : pression partielle en oxygène  
PAP : pression artérielle pulmonaire  
Pcap : pression capillaire 
PEEP : positive end-expiratory pressure (pression expiratoire positive) 
PG : prostaglandine 
PTPm : pore de transition de perméabilité mitochondriale 
RAGE : receptor for advanced glycation endproducts 
RVP : resistances vasculaires pulmonaires  
RVPa : RVP artériolaires  
RVPv : RVP veinulaires  
TLR : toll-like receptor (récepteur de type toll) 
TNF : tumor necrosis factor 
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VILI : ventilator induced lung injury 
VT : volume courant 
ZVAD-fmk : Z-Val-Ala-Asp(OMe)-CH2F 
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I- Introduction 
 L’utilisation de la procédure de perfusion pulmonaire ex vivo (Ex Vivo Lung 
Perfusion, EVLP) est en pleine expansion à travers le monde. Elle augmente le nombre 
d’organes disponibles pour la transplantation en même temps qu’elle autorise l’évaluation de 
thérapeutiques dont l’objectif est de limiter les lésions d’ischémie-reperfusion (I/R), 
premières responsables de la défaillance primaire du greffon. Ce travail rapporte deux 
expérimentations réalisées sur un modèle de poumons porcins perfusés ex vivo, qui évaluent 
l’effet de différentes concentrations de Cyclosporine A (CsA) sur les lésions d’I/R. 
 I.1 Contexte 
 Depuis 1982, la transplantation pulmonaire a rencontré un succès croissant. Elle 
constitue la thérapie de dernier recours d’un grand nombre pathologies pulmonaires au stade 
ultime de leur évolution. Les dernières décennies ont été marquées à la fois par 
l’augmentation significative des centres pratiquant la transplantation pulmonaire et le nombre 
croissant de patients sur liste d’attente de greffe [83]. Le registre de la International Society for 
Heart and Lung Transplantation (ISHLT) rapportait en 2011 que près de 45000 
transplantations pulmonaires et cardio-pulmonaires avaient été effectuées à travers le monde 
[83]
. En France, le nombre de patients enregistrés sur liste d’attente de transplantation 
pulmonaire ou cardio-pulmonaire, est passé de 166 en 2007 à 185 en 2011. Dans le même 
temps, le nombre de patients décédés en attente d’une greffe pulmonaire ou cardio-
pulmonaire diminuait (54 en 2007, 20 en 2011) grâce à l’augmentation de l’activité de greffe 
sur le territoire (223 en 2007, 324 en 2011) [1]. 
Contrairement à d’autres organes comme les reins ou le foie, les poumons ne sont prélevés 
que parmi environ 20% des donneurs en état de mort encéphalique [171]. Ce faible 
pourcentage est lié aux critères très stricts d’acceptabilité des greffons pulmonaires pour une 
éventuelle transplantation. Cette sélection sévère s’explique par la mortalité importante de la 
transplantation pulmonaire (taux de survie à 5 ans à peine supérieur à 50 %), même si elle a 
diminué de moitié au cours de ces vingt dernières années [145]. Cela a incité les pneumologues 
à proposer plus précocement une greffe aux patients, augmentant ainsi le nombre de greffes 
pulmonaires et cardio-pulmonaires récemment réalisées en France, sans pour autant pallier à 
la demande de greffons. 
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La pénurie de greffons a poussé les équipes de transplantation à reconsidérer les critères 
d’acceptabilité des greffons, estimés trop stricts [116]. Dans la perspective d’une 
requalification objective des poumons marginaux, c’est-à-dire non acceptés a priori, le 
chirurgien thoracique suédois Stig Steen a inventé la technique d’EVLP [156]. Cette technique 
permet à la fois d’évaluer et de reconditionner les poumons en dehors de l’organisme. Elle a 
déjà été utilisée avec succès notamment par les équipes du Professeur Stig Steen à Lund en 
Suède et du Professeur Shaf Keshavjee à Toronto au Canada, permettant des greffes de 
poumons marginaux « limites » avec des résultats comparables à ceux de greffes classiques 
[35,109]
. Depuis, ont été commercialisés des dispositifs semi-automatisés qui facilitent la 
procédure d’EVLP. 
Il existe par ailleurs un axe fondamental de recherche expérimentale dont l’objectif est 
d’évaluer des thérapeutiques visant à réduire les lésions d’I/R responsables de la défaillance 
primaire du greffon, principale étiologie de mortalité précoce post-greffe [141]. La CsA 
pourrait être une molécule de choix dans cette indication. En effet, le rôle de la CsA dans la 
prévention des lésions d’I/R a été mis en lumière ces dernières années sur différents organes, 
exceptés sur les poumons de gros mammifères [45,64,67,102,125,142,164,176].  
En résumé, le nombre de patients en attente de transplantation pulmonaire augmente et la 
défaillance primaire du greffon reste la principale étiologie de mortalité post-greffe. La 
procédure d’EVLP permet à la fois d’augmenter le nombre de poumons disponibles en 
requalifiant des poumons initialement récusés pour la transplantation, et d’évaluer des 
thérapeutiques supposées limiter les lésions d’I/R à l’origine de la défaillance primaire du 
greffon. 
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 I.2 Ex Vivo Lung Perfusion 
 I.2.1 Principes généraux de la procédure d’EVLP 
 L’EVLP consiste à ventiler et perfuser des poumons en dehors de l’organisme dans une 
enceinte fermée, en contrôlant le débit, la température de perfusion, les paramètres de 
ventilation, la température et l’hygrométrie de l’enceinte, et l’asepsie des poumons. Le circuit 
d’EVLP se compose essentiellement, outre d’une enceinte dans laquelle sont déposés les 
poumons, d’une pompe centrifuge de circulation extracorporelle (CEC), d’un oxygénateur 
membranaire, d’un filtre anti-leucocytes, d’un échangeur thermique et d’un respirateur de 
réanimation connecté à la trachée via une sonde d’intubation. La solution de perfusion (ou 
perfusat) entre dans le poumon via une canule connectée à l’artère pulmonaire. Le retour 
veineux est généralement passif, des veines pulmonaires jusque dans un réservoir contenu ou 
non dans l’enceinte. Le perfusat est ensuite aspiré par la pompe de CEC et circule à travers 
l’oxygénateur membranaire avant de rejoindre l’artère pulmonaire (Figure 1). 
Les poumons prélevés après refroidissement dans une optique de transplantation, sont 
conservés et acheminés à basse température jusqu’à l’enceinte d’EVLP. Après constitution 
du circuit d’EVLP, les poumons sont progressivement perfusés, réchauffés et ventilés sur une 
période de 30 à 60 minutes. La perfusion pulmonaire est initiée à un faible débit 
correspondant à environ 5% du débit cardiaque théorique, estimé à 70 mL/kg/min. Le débit 
de CEC est ensuite progressivement augmenté jusqu’à un maximum souhaité, en même 
temps que le réchauffement est débuté jusqu’à un seuil (32°C) au-delà duquel la ventilation 
est d’abord initiée à un volume correspondant à environ 30% de la ventilation théorique, 
estimée à 7 mL/kg/min, avant d’atteindre progressivement cette valeur. Durant la phase 
d’augmentation du débit de CEC, la pression artérielle pulmonaire (PAP) n’est généralement 
pas autorisée à dépasser 20 mmHg, quitte à abaisser l’objectif de débit de CEC. Ce bridage a 
pour objectif de limiter les lésions d’I/R qui altèrent l’intégrité de la membrane alvéolo-
capillaire, augmentent sa perméabilité et favorisent de facto la constitution d’un œdème 
pulmonaire. L’apport d’oxygène (O2) aux poumons via l’oxygénateur membranaire est 
additionné à un mélange contenant 93% d’azote (N2) et 7% de dioxyde de carbone (CO2) qui 
vise à mimer une production physiologique. Cela permet d’obtenir un perfusat avec une 
pression partielle en CO2 (PCO2) et un pH proches de ceux mesurés in vivo dans le sang 
artériel pulmonaire. Les paramètres du respirateur sont réglés de façon à éviter un 
barotraumatisme : volume courant (VT) réduit = 7 mL/kg/min, fréquence respiratoire (f) 
basse ≤ 12/min, pression expiratoire positive (positive end-expiratory pressure, PEEP) faible 
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= 5 cmH2O. Un état optimal de perfusion, de température et de ventilation est ainsi obtenu et 
maintenu durant environ 45 minutes (état stable). Au début de l’état stable, l’oxygénation 
étant pleinement assurée par la ventilation mécanique, l’apport d’O2 via l’oxygénateur 
membranaire est coupé et l’apport du mélange N2 + CO2 maintenu. A la fin de l’état stable,  
la phase d’évaluation des poumons est initiée. La décision de réimplanter ou non les 
poumons à l’issu de la procédure d’EVLP est alors prise en fonction des critères suivants : 
bonnes capacités d’échanges gazeux, faible niveau de résistances vasculaires pulmonaires 
(RVP) et œdème pulmonaire limité. Les poumons requalifiés pour la transplantation par la 
procédure d’EVLP sont ensuite refroidis puis conservés à basse température jusqu’à la 
greffe. La ventilation et la perfusion sont stoppées. 
La procédure d’EVLP consiste à prélever et isoler les poumons pour ensuite progressivement 
les perfuser et ventiler, de façon à atteindre un état stable à l’issu duquel les poumons sont 
évalués principalement sur des critères gazométriques et hémodynamiques. 
 
Figure 1 : Schéma du circuit d’EVLP (d'après Cypel et al ; 2011 ; NEJM) [35] 
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 I.2.2 Physiopathologie de la procédure d’EVLP 
 Le principal risque de la procédure d’EVLP est la formation d’un œdème pulmonaire. 
En effet, l’ischémie-reperfusion fragilise la membrane alvéolo-capillaire, augmentant ainsi sa 
perméabilité. Le risque de formation d’un œdème pulmonaire dépendra des paramètres 
vasculaires, ventilatoires et de la composition du perfusat. Les déterminants de la formation 
de cet œdème sont dictés par loi de Starling : 
Débit net de filtration liquidienne Q = K[(Pc - Pi) - σ(Πc – Πi)] 
où K et σ sont les coefficients de perméabilité de l'eau et des protéines, respectivement, Pc et 
Pi les pressions hydrostatiques au niveau capillaire et interstitiel, Πc et Πi les pressions 
oncotiques au niveau capillaire et interstitiel. 
 I.2.2.1 Paramètres vasculaires 
 Il est communément retrouvé dans littérature qu’assurer un débit de CEC inférieur au 
débit théorique, dans le cadre d’une procédure d’EVLP, permet de limiter l’œdème 
pulmonaire secondaire à l’ischémie-reperfusion [34,54,151]. Limiter le débit cardiaque revient 
de facto à limiter la pression hydrostatique capillaire, l’un des principaux déterminants de 
l’équation de Starling. Dans un vaisseau lésé où la perméabilité est donc augmentée, une 
petite augmentation de pression hydrostatique capillaire sera responsable d’une importante 
fuite liquidienne du secteur vasculaire vers le secteur interstitiel puis vers l’alvéole 
pulmonaire. Récemment, Cypel et al ont montré que des périodes de perfusion de 12 heures 
avec un débit de CEC à 40% de la théorique, étaient grevées d’une formation limitée 
d’œdème pulmonaire [34]. 
La gravité a aussi un effet non négligeable sur les pressions hydrostatiques. La plupart des 
systèmes d’évaluation ex vivo fonctionnent avec la face dorsale des poumons orientée vers le 
bas. De cette façon, les conditions de type zone 2 de West sont favorisées dans la partie 
ventrale haute des poumons et les conditions de type zone 3 de West sont favorisées dans la 
partie dorsale basse. En conséquence, les régions basses sont soumises à des pressions 
hydrostatiques microvasculaires plus élevées, donc à une filtration liquidienne accrue à 
travers la paroi alvéolo-capillaire (Figure 2). 
Dans la procédure d’EVLP que nous utilisons, le sang veineux pulmonaire coule passivement 
dans le réservoir de CEC. D’autres équipes utilisent plutôt une canule en forme d’entonnoir 
qu’elles suturent au niveau de la collerette auriculaire. La pression auriculaire peut être ainsi 
ajustée par surélévation de la canule. Une pression auriculaire gauche proche de 5 mmHg est 
généralement maintenue afin d’éviter les hautes pressions qui favoriseraient l’œdème 
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hydrostatique et les basses pressions qui entraineraient un collapsus microvasculaire et 
risqueraient d’augmenter les résistances vasculaires pulmonaires (Figure 3). 
Un débit de CEC inférieur à la valeur théorique est généralement recommandé dans la 
procédure d’EVLP afin de limiter l’œdème pulmonaire, notamment en situation d’ischémie 
prolongée. 
 
Figure 2 : Schéma des zones pulmonaires de West. Impact de la gravité sur la 
distribution des flux (d'après Sanchez et al ; 2012 ; J Heart Lung Transplant) [148] 
 
PA = Pression alvéolaire ; Pa = Pression artérielle pulmonaire ; PV = Pression de l’oreillette gauche. 
 
Figure 3 : Canule en forme d'entonnoir visant à recueillir le sang veineux pulmonaire 
issu de l'oreillette gauche 
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 I.2.2.2 Paramètres ventilatoires 
 Les variations des pressions transpulmonaires influencent l’environnement 
microvasculaire, ce qui explique l’importance du choix de la stratégie de ventilation [63]. Des 
pressions alvéolaires élevées peuvent conduire à des lésions capillaires et à une augmentation 
du coefficient de filtration alvéolo-capillaire [58,136]. Inversement, des pressions alvéolaires 
basses semblent favoriser la clairance liquidienne péri-alvéolaire, facilitant les mouvements 
de liquides lymphatiques depuis les espaces péri-microvasculaires vers les vaisseaux 
lymphatiques plus larges (Figure 4) [137]. 
 
Figure 4 : Schéma du modèle bicompartimental de l’espace interstitiel pulmonaire 
(d'après Sanchez et al ; 2012 ; J Heart Lung Transplant) [148] 
 
Pmv = Pression microvasculaire pulmonaire ; Kf = coefficient de filtration ; P1 et C1 = Pression et compliance 
interstitielles dans l’espace péri-microvasculaire ; P2 et C2 = Pression et compliance interstitielles dans l’espace 
péri-bronchovasculaire ; QL = débit lymphatique. 
 
La procédure d’EVLP doit tenir compte de ces impératifs de ventilation. De faibles volumes 
de ventilation (VT = 6 à 8 mL/kg) associés à une faible PEEP (5 cmH2O) ont ainsi été 
suggérés pour garantir la protection des poumons perfusés ex vivo sur de longues périodes de 
temps, de faibles volumes courants étant associés à de faibles pressions au niveau des voies 
aériennes [34]. Par ailleurs, le phénomène d’I/R est responsable de la coexistence de zones 
normalement ventilées, de zones collabées recrutables et de zones œdématiées non 
recrutables (le plus souvent situées au niveau de la zone 3 de West). L’augmentation des 
volumes courants ou des pressions du respirateur risque de distendre de façon inappropriée 
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les zones normalement ventilées et d’y induire des barotraumatismes. Des lésions de 
cisaillement de la barrière alvéolo-capillaire à l’origine d’une fuite liquidienne du secteur 
vasculaire vers le secteur alvéolaire peuvent également survenir lors de cycles répétés 
d’ouverture et de fermeture des alvéoles : les VILI (ventilatory induced lung injury).  
Enfin, il a été montré qu’un léger gonflement des poumons par clampage de la trachée au 
moment du prélèvement et du transport permettait de réduire des lésions d’I/R [147]. Cette 
pratique est habituellement utilisée dans les procédures d’EVLP. 
Dans une procédure d’EVLP, il est généralement recommandé d’assurer de faibles volumes 
courants avec une faible PEEP et de gonfler légèrement les poumons en clampant la trachée 
lors du prélèvement et du transport. 
 I.2.2.3 Composition du perfusat 
 La composition du soluté de perfusion est essentielle pour la stabilité de la 
préparation d’EVLP. Le perfusat idéal doit avoir une pression oncotique et une composition 
électrolytique proches du milieu extracellulaire, tout en garantissant un apport énergétique 
suffisant [92,129]. L’intérêt de favoriser les capacités de transport en oxygène du perfusat n’a 
pas été démontré. 
Plusieurs études ont mis en évidence que l’ajout d’albumine (50 à 70 g/L ;  pouvoir 
oncotique élevé) dans le perfusat, à pression hydrostatique identique, protégeait la 
préparation d’EVLP de la formation d’œdème alvéolaire [26,37]. Mais l’intérêt de l’albumine 
va au-delà du seul effet oncotique, avec le transport de nutriments vers les cellules et 
l’évacuation de toxines durant la perfusion [16]. Les principales équipes qui pratiquent la 
procédure d’EVLP, utilisent actuellement un soluté hydro-électrolytique de type Krebs 
additionné de Dextran 40 (5 g/L) et d’albumine humaine : la solution de Steen (VitrolifeTM), 
mise au point par l’inventeur de la technique d’EVLP, le Professeur Stig Steen. 
En revanche, il n’existe pas de consensus concernant l’utilisation de sang dans la préparation 
d’EVLP [70,101,139]. En effet, même si l’apport de sang a pour objectif d’améliorer le transport 
en oxygène, il pourrait simultanément aggraver les lésions pulmonaires [139] et l’utilisation de 
sang exempte de leucocytes n’a pas démontré son intérêt [138]. En pratique, l’équipe suédoise 
du Professeur Steen utilise des culots globulaires associés à la solution de Steen avec un 
objectif d’hématocrite à 15% dans le perfusat, alors que l’équipe canadienne du Professeur 
Keshavjee utilise un perfusat acellulaire (solution de Steen seule), ayant fait la démonstration 
de l’absence de différence en terme de capacité d’échanges gazeux, dans une préparation 
d’EVLP sur poumons humains avec ou sans culot globulaire [34]. 
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Par ailleurs, il a été récemment démontré que des poumons sains pouvaient développer des 
lésions lorsqu’ils sont perfusés avec un milieu qui a préalablement servi à des poumons 
présentant des VILI [85]. Bien que cette dysfonction ait été attribuée aux médiateurs 
inflammatoires circulants, aucune corrélation n’a été mise en évidence entre les 
concentrations en Tumor Necrosis Factor (TNF)-α et Interleukin (IL)-6 et le degré de la 
dysfonction. Dans une autre étude utilisant la procédure d’EVLP, l’utilisation d’absorbeurs 
de médiateurs inflammatoires tels que IL-1β, IL-6, IL-8 et TNF-α, n’a montré aucun bénéfice 
sur la survenue de lésions pulmonaires [87]. 
Le perfusat de la procédure d’EVLP doit garantir un apport énergétique suffisant et avoir 
une pression oncotique proche ou légèrement supérieure à celle du milieu extracellulaire. 
L’apport de sang n’est pas requis. 
 I.2.2.4 Métabolisme pulmonaire durant la perfusion 
 La description dans la littérature du comportement métabolique des poumons ex vivo 
sains ou lésés est surtout ancienne mais toujours d’actualité [44,53,54,55,92,111,112,143,179]. Un 
premier élément remarquable est la grande quantité de lactate que produisent les poumons 
alors que la pression partielle en oxygène y est l’une des plus importantes de l’organisme [92]. 
En effet, 40 à 60% du glucose utilisé par les poumons termine en lactate. L’effet Pasteur 
(augmentation du métabolisme des hydrates de carbone en situation hypoxique) est 
principalement à l’origine de ce phénomène, ce à quoi s’associe la grande quantité de 
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) déshydrogénase présente au niveau pulmonaire, 
catalyseur de la transformation du pyruvate en lactate. La présence de lactate dans une 
préparation d’EVLP n’a pas la signification péjorative qu’elle pourrait avoir en pratique 
clinique chez un individu et n’a pas non plus d’influence sur le devenir des patients 
transplantés après procédure d’EVLP [53,98]. 
Le glucose est un élément déterminant du métabolisme pulmonaire et son taux de 
décroissance pourrait constituer un marqueur de la qualité des poumons lors de procédures 
d’EVLP. Sa consommation est toutefois modulée par de nombreux facteurs tels la 
concentration en lactates [111], la présence ou non de lésions de la barrière alvéolo-capillaire 
[112], la présence ou non d’œdème [143]. Cela rend son utilisation comme « marqueur qualité » 
difficile. L’insuline ne joue pas un rôle essentiel pour le transport du glucose au niveau des 
cellules alvéolaires de type I et II qui s’effectue plutôt par diffusion. Certains auteurs ont 
récemment suggéré que l’insuline était inutile dans une préparation d’EVLP [33,148]. 
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Enfin, la procédure d’EVLP a montré sa supériorité en termes de préservation de la qualité 
des poumons, comparée à l’ischémie froide prolongée sans perfusion classiquement réalisée 
en transplantation pulmonaire, car elle limite les lésions imputables à l’ischémie froide 
prolongée et rétablit un métabolisme cellulaire physiologique [33,128]. 
Le métabolisme pulmonaire dépend essentiellement de la diffusion du glucose au niveau des 
cellules épithéliales alvéolaires. Il est responsable d’une importante production de lactates, 
notamment en situation d’hypoxie. L’EVLP semble par ailleurs mieux préserver les poumons 
que l’ischémie froide prolongée. 
 I.2.3 Evaluation des poumons 
 Chaque paramètre physiologique acquis de façon discrète ou continue peut être utilisé 
pour évaluer la viabilité pulmonaire. Il s’agit notamment des PAP, des pressions capillaires 
(Pcap), des débits de perfusion, des RVP, des gaz contenus dans le perfusat, du rapport entre 
la pression partielle en oxygène (PO2) du perfusat et la fraction inspirée en oxygène (FiO2), 
du CO2 expiré (ETCO2) et du gradient entre la PCO2 et l’ETCO2. Pour chaque paramètre, il 
n’existe pas de seuil clairement défini permettant de discriminer entre poumons 
transplantables ou non. Néanmoins, les paramètres gazométriques mesurés ex vivo semblent 
être particulièrement prédictifs des échanges gazeux après transplantation [4]. Aussi, les 
équipes canadienne et suédoise ne s’autorisent à transplanter des greffons que si leur rapport 
PO2/FiO2 est supérieur à 350 ou 400 mmHg, respectivement [35,82]. Les propriétés mécaniques 
des voies aériennes peuvent être également évaluées à l’issue de la phase stable de la 
procédure d’EVLP. Le pic de pression inspiratoire requis pour que le greffon soit jugé 
transplantable doit être < 20 cmH2O et la compliance dynamique (VT/pression crête) > 60 
mL/cmH2O. 
L’aspect macroscopique des poumons constitue également un critère d’évaluation. Ceux-ci 
ne doivent comporter aucune ni atélectasie ni œdème importants. Un test de déflation 
pulmonaire par déconnexion du circuit respiratoire est parfois réalisé par certaines équipes 
[109]
. Les poumons qui « s’affaissent » complètement et de façon homogène sont jugés de 
bonne qualité. D’autres équipes pratiquent des radiographies ou des fibroscopies bronchiques 
à différents temps de la procédure d’EVLP [35]. 
Le dosage de paramètres métaboliques tels que la myélopéroxydase, le glycogène ou 
l’adénosine triphosphate (ATP), est parfois utilisé pour déterminer la viabilité pulmonaire 
mais son intérêt en pratique clinique n’est pas démontré [146,149,174]. La recherche de 
marqueurs spécifiques de la lésion pulmonaire, fait actuellement l’objet de travaux de 
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recherche expérimentale. Dans ce cadre, le RAGE (receptor for advanced glycation end 
products) apparait comme un marqueur relativement spécifique de la lésion épithéliale 
pulmonaire ; sa concentration dans le lavage broncho-alvéolaire (LBA) est corrélée aux 
capacités de réabsorption liquidienne du poumon [19,56]. 
L’évaluation des poumons lors de la procédure d’EVLP est principalement effectuée à partir 
de paramètres gazométriques, hémodynamiques et macroscopiques. La mesure du 
biomarqueur RAGE, spécifique de la lésion épithéliale pulmonaire, semble particulièrement 
intéressante dans cette indication. 
 I.2.4 La procédure d’EVLP en pratique clinique 
 L’équipe suédoise du Professeur Stig Steen a montré que la procédure d’EVLP 
permettait d’évaluer en dehors de l’organisme des poumons humains prélevés sur donneur à 
cœur arrêté, cas particulier où l’évaluation de l’organe ne peut être effectuée avant son 
prélèvement en vue d’une transplantation [156].  La même équipe et d’autres ont montré que la 
procédure d’EVLP permettait de requalifier des poumons initialement récusés pour la 
transplantation (parce qu’ils ne comportaient pas tous les critères d’acceptabilité), avec des 
résultats satisfaisants [43,174]. Plusieurs petites séries de patients bénéficiant d’un greffon 
évalué et reconditionné par la procédure d’EVLP ont été publiées (8 à 13 poumons évalués et 
4 à 6 patients greffés par étude) [3,82,119,183]. L’équipe canadienne du Professeur Shaf 
Keshavjee a publié une étude monocentrique avec l’une des plus importantes séries de 
patients greffés par des poumons initialement récusés puis requalifiés pour la transplantation, 
en utilisant la procédure d’EVLP (50 poumons requalifiés sur 58 évalués) [36]. Le taux de 
dysfonction primaire du greffon à 72 heures et les taux de mortalité à 30 jours et 1 an étaient 
comparables voire légèrement meilleurs que ceux obtenus par une série de 267 greffes 
pulmonaires classiques réalisées sur la même période (Figure 5). 
Les axes de recherche clinique actuels visent à augmenter le nombre de greffons à la fois par 
l’évaluation ex vivo de poumons initialement récusés pour la transplantation et l’utilisation de 
greffons issus de donneurs à cœur arrêté (procédure actuellement non autorisée en France 
pour les poumons). Des systèmes semi-automatisées ont été commercialisés à cet effet : le 
système O.C.S. Transmedics® qui permet l’évaluation des poumons immédiatement après le 
prélèvement (sans période d'ischémie froide) et le système Vivoline® basé sur le principe de 
Steen (évaluation après ischémie froide) (Figure 6). 
La procédure d’EVLP a démontré son intérêt et son innocuité en pratique clinique. Elle 
permet de requalifier des poumons initialement récusés pour la transplantation. 
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Figure 5 : Préparation d’EVLP en vue d'une transplantation chez l’homme  (d'après 
Cypel et al ; 2011 ; NEJM) [35] 
 
 
 
Figure 6 : Systèmes d’EVLP actuellement commercialisés 
   
Système O.C.S. Transmedics®     Système Vivoline® 
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 I.2.5 Perspectives expérimentales 
 L’augmentation du nombre de greffons est également liée au développement de 
thérapeutiques qui visent à réduire les lésions d’I/R. La procédure d’EVLP apparait dans ce 
cadre l’outil expérimental idéal. Ce travail de thèse s’inscrit dans cette perspective. Sur un 
modèle animal porcin utilisant la procédure d’EVLP, Inci et al ont montré que l'adjonction de 
N-acétylcystéine ou d'urokinase, semblait améliorer la fonction pulmonaire [80,81]. Ils ont 
aussi montré que la réalisation d’un LBA avec du surfactant, diminuait les lésions 
pulmonaires de porcs qui avaient inhalé au préalable de l'acide gastrique [79]. Sur modèle 
humain utilisant la procédure d’EVLP, Franck et al ont montré que la clairance liquidienne 
alvéolaire était améliorée par l’instillation de terbutaline (augmentation de 43 ± 13% dans les 
30 minutes suivant l’instillation) [56]. Sur un modèle similaire, Lee et al ont rapportés que 
l’administration de cellules souches mésenchymateuses allogéniques une heure après 
l’instillation d’endotoxine d’Escherichia coli, diminuait la perméabilité alvéolo-capillaire et 
restaurait la clairance liquidienne alvéolaire. L’effet bénéfique était principalement associé à 
la sécrétion du facteur de croissance des kératinocytes [105]. Cypel et al ont montré par ailleurs 
sur des poumons humains dont la production de cytokine anti-inflammatoire IL-10 était 
stimulée par thérapie génique, que les capacités d’échanges gazeux s’amélioraient et les RVP 
diminuaient [32]. 
La procédure d’EVLP permet d’évaluer des thérapeutiques supposées limiter les lésions 
d’I/R. Elle apparait comme l’outil expérimental « idéal » des poumons isolés. Les 
perspectives thérapeutiques les plus novatrices utilisent la thérapie cellulaire et la thérapie 
génique. 
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 I.3 Ischémie-Reperfusion 
 I.3.1 Définition 
 En dépit des avancées en matière de préservation pulmonaire, de l’amélioration des 
techniques chirurgicales et de la prise en charge péri-opératoire, les lésions pulmonaires 
induites par l’I/R demeurent une cause importante de morbidité et de mortalité précoces 
après transplantation pulmonaire. Ce syndrome survient habituellement dans les 72 heures 
qui suivent la transplantation. Il est caractérisé par des dommages alvéolaires diffus non 
spécifiques, un œdème pulmonaire et une hypoxie pouvant conduire jusqu’à la dysfonction 
primaire du greffon, parfois responsable du décès du patient, de la prolongation de son 
assistance respiratoire par ventilation mécanique ou du rejet aigu du greffon [95]. La 
dysfonction primaire du greffon est principalement imputable aux lésions d’I/R mais d’autres 
agressions survenant chez le donneur avant le prélèvement d’organe peuvent majorer ces 
lésions (Figure 7).  
 
Figure 7 : Evénements survenant chez le donneur avant le prélèvement et pouvant 
aggraver les lésions pulmonaires d’ischémie-reperfusion (d'après De Perrot et al ; 2003 
; AJRCCM) [141] 
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C’est la raison pour laquelle l’évaluation des poumons du donneur doit s’attacher à 
sélectionner des poumons qui seront capables de supporter plusieurs heures d’ischémie, sans 
être trop impactés sur le plan fonctionnel. Plusieurs stratégies de prévention et de traitement 
des lésions pulmonaires induites par l’I/R, introduites en pratique clinique, ont permis de 
réduire l’incidence de la dysfonction primaire du greffon de 30 à 15% [51,117]. 
L’I/R est un syndrome qui apparait dans les 72 heures qui suivent le prélèvement et peut 
conduire à la défaillance primaire du greffon, voire au décès du patient. 
 I.3.2 Conséquences physiopathologiques 
 Les poumons sélectionnés pour la transplantation sont classiquement perfusés avec du 
liquide de préservation froid puis conservés en hypothermie, afin de ralentir leur 
métabolisme. L’hypothermie, l’ischémie et la reperfusion induisent de nombreux processus 
physiopathologiques susceptibles de concourir à la mort cellulaire. Il s’agit notamment de 
l’augmentation du stress oxydatif, de l’inactivation de la pompe à sodium, de l’augmentation 
du calcium intracellulaire, de l’induction de la mort cellulaire et de la libération de 
médiateurs pro-inflammatoires. 
 I.3.2.1 Augmentation du stress oxydatif 
 Le stress oxydatif est caractérisé par la production d’espèces oxygénées 
particulièrement instables telles que l’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogène et le 
radical hydroxyle, susceptibles d’interagir avec la première structure moléculaire rencontrée, 
habituellement les lipides constitutifs de la membrane cellulaire [114]. Les lésions cellulaires 
induites vont de la simple augmentation de perméabilité à la lyse cellulaire. Le stress 
oxydatif intéresse la plupart des cellules du parenchyme pulmonaire [6]. Il résulte de deux 
mécanismes : 1) un mécanisme lié à l’hypoxie – anoxie : la décroissance de l’ATP avec 
accumulation de son produit de dégradation, l’hypoxanthine, à partir duquel des espèces 
oxygénées réactives sont produites au moment de la réoxygénation par reperfusion et/ou 
ventilation [91], 2) un mécanisme lié à l’ischémie mais non lié l’hypoxie ou à la décroissance 
en ATP, NADPH oxydase dépendant, qui survient principalement au niveau des cellules 
endothéliales, des polynucléaires neutrophiles et des monocytes/macrophages (Figure 8) [7,91]. 
Au niveau endothélial, la modification des forces physiques liées à l’arrêt du flux sanguin 
(ischémie) induit des signaux biochimiques (méchanotransduction) responsables, outre de 
l’activation de la NADPH oxydase, de l’activation du facteur nucléaire (NF)-κB et de 
l’oxyde nitrique synthase (NOS) calcium/calmoduline dépendante [7,8]. 
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Le stress oxydatif induit par l’I/R induit la lyse cellulaire. Il résulte d’un mécanisme lié à 
l’hypoxie, avec décroissance en ATP et accumulation d’hypoxanthine et d’un mécanisme lié 
à l’ischémie, NADPH oxydase dépendant. 
 I.3.2.2 Inactivation de la pompe à sodium 
 L’augmentation de la glycolyse anaérobie au cours de l’ischémie est responsable de 
l’accumulation d’acide lactique et d’ions H+ au niveau cytoplasmique. Les ions H+ sortent en 
partie de la cellule grâce à l’échangeur membranaire Na+/H+. Le sodium entrant est ensuite 
évacué de la cellule par la pompe Na+/K+-ATPase dont dépend essentiellement la clairance 
liquidienne alvéolaire. En situation d’hypothermie ou d’hypoxie, la pompe Na+/K+-ATPase 
dysfonctionne et le sodium s’accumule au niveau intracellulaire, entraînant un 
« œdème cellulaire » [170]. En parallèle, l’échangeur Na+/Ca2+ est responsable d’une 
accumulation de calcium au niveau cytoplasmique d’autant plus importante que la pompe à 
sodium dysfonctionne (Figure 8). Les solutions de préservation contiennent des électrolytes 
et des colloïdes dont le pouvoir osmotique vise à réduire l’œdème cellulaire secondaire à 
l’accumulation cytoplasmique de sodium. 
La décroissance en ATP induite par l’hypoxie est responsable de l’inactivation de la pompe 
à sodium à l’origine d’un « œdème cellulaire » et d’une accumulation de calcium au niveau 
cytoplasmique. 
 I.3.2.3 Surcharge en calcium intracellulaire 
 La surcharge en calcium intracellulaire est liée à l’hypoxie qui inactive la pompe 
Na+/K+-ATPase et à l’hypothermie qui libère le calcium de ses espaces de stockage 
intracellulaire [31]. Cette surcharge peut engendrer des dommages cellulaires, en particulier en 
favorisant l’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale (PTPm) et la 
transformation de la xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase qui potentialise la 
production de radicaux libres (Figure 8) [114]. L’administration de calcium bloqueurs (ex : 
Diltiazem, Nifedipine, Verapamil) avant le prélèvement pulmonaire, limiterait les lésions 
d’I/R [89,178]. 
La surcharge en calcium intracellulaire résulte d’une entrée de calcium dans la cellule et 
d’une modification de son métabolisme intracellulaire. Elle favorise l’ouverture du PTPm et 
la production d’espèces oxygénées réactives. 
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Figure 8 : Formation d’espèces oxygénées réactives au cours de l’anoxie-réoxygénation 
et de l’ischémie-reperfusion pulmonaire 
 
L’hypoxie est responsable au niveau intracellulaire, de la mise en route de la glycolyse anaérobie, de 
l’accumulation de lactates et d’ions H+. La baisse de la production d’ATP et l’accumulation de son produit de 
dégradation, l’hypoxanthine, favorise la production d’espèces oxygénées réactives sous l’effet de la xanthine 
oxydase. Les ions H+ accumulés au niveau intracellulaire s’échangent avec les ions Na+ extracellulaires. La 
pompe Na+/K+-ATPase ne fonctionnant plus par manque d’ATP, le Na+ s’accumule au niveau intracellulaire et 
s’échange avec le Ca2+ extracellulaire. Le Ca2+ accumulé au niveau intracellulaire favorise à son tour 
l’ouverture du PTPm et la transformation de la xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase. L’ischémie est 
par ailleurs responsable d’une accumulation de NADPH qui, sous l’effet de la NADPH oxydase, favorise la 
production d’espèces oxygénées réactives. Ces dernières favorisent à leur tour l’ouverture du PTPm. 
ATP = adénosine triphosphate ; ADP = adénosine diphosphate ; NADPH = nicotinamide adénine dinucléotide 
phosphate ; PTPm = pore de transition de perméabilité mitochondriale. 
 
 I.3.2.4 Mort cellulaire et pore de transition de perméabilité mitochondriale 
 Chez l’homme, dans les transplantations pulmonaires réussies (fonction pulmonaire 
conservée, devenir favorable des patients), environ 30% des cellules pulmonaires entrent en 
apoptose dans les deux heures qui suivent la reperfusion [48]. Des faits similaires ont été 
observés expérimentalement chez le rat, après 12 heures d’ischémie froide [50]. L’apoptose 
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n’intervient alors pas au moment de l’ischémie (contrairement à la nécrose) mais à la 
reperfusion. L’induction de l’apoptose est régulée par 2 voies, intrinsèque et extrinsèque. La 
voie intrinsèque met en jeu la mitochondrie et le PTPm ; elle est notamment activée par les 
espèces oxygénées réactives et l’accumulation de calcium intracellulaire (Figure 8) [5,182]. La 
voie extrinsèque met en jeu des récepteurs de mort cellulaire et leurs ligands (ex : TNF et son 
récepteur) [41]. L’activation de la première voie est précoce lors de la reperfusion [66] ; la 
seconde est tardive, son induction prenant parfois plusieurs heures [103].  
Le PTPm est situé au niveau de la membrane mitochondriale interne. Sa structure 
moléculaire est toujours débattue. Dans des conditions physiologiques normales, le PTPm est 
fermé et la membrane mitochondriale interne est imperméable à la plupart des ions et 
métabolites. Sous l’effet du stress oxydatif, le PTPm s’ouvre et les forces osmotiques 
engendrées par les protéines de la matrice mitochondriale sont responsables d’un gonflement 
de la matrice, pouvant conduire à la rupture de la membrane mitochondriale externe et à la 
libération au sein du cytoplasme de facteurs pro-apoptotiques [61].  
L’injection d’agents anti-apoptotiques de type IGF (insulin-like growth factor) -1 ou ZVAD-
fmk (Z-Val-Ala-Asp(OMe)-CH2F) avant la reperfusion de reins ou de cœurs sur des modèles 
murins, permettrait de réduire les lésions d’I/R [38,177]. 
L’apoptose est induite par l’I/R. Elle est notamment la conséquence de l’ouverture du PTPm. 
 I.3.2.5 Libération de médiateurs pro-inflammatoires 
 L’I/R des organes solides tels que les reins, le foie, le cœur et les poumons, est 
responsable de la libération précoce de cytokines pro-inflammatoires (Tableau 1) 
[62,107,135,153]
. Une grande partie d’entre elles est produite par les macrophages alvéolaires, en 
réponse au stress oxydatif [125]. L’I/R s’accompagne également d’un remodelage 
membranaire avec production de lipides bioactifs dont certains ont des fonctions de 
médiateurs intra ou extracellulaires [60]. Elle est aussi responsable de l’activation du système 
du complément et de la production d’endothéline qui vont indirectement augmenter la 
perméabilité vasculaire et amplifier la réponse inflammatoire [2,57,126]. 
Le RAGE constitue par ailleurs un marqueur relativement spécifique de la lésion épithéliale 
pulmonaire. En situation de stress, le RAGE, produit principalement par les cellules 
alvéolaires de type I qui recouvrent 95% de la surface pulmonaire, se retrouve au niveau 
alvéolaire et du perfusat [166]. Les travaux de Briot et al et Franck et al montrent que la 
concentration de RAGE dans le liquide alvéolaire est corrélée aux capacités de réabsorption 
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liquidienne épithéliale du poumon (Figure 9) [19,56]. Le taux de RAGE est également corrélé à 
la mortalité précoce post-transplantation [21]. 
L’I/R induit la libération de médiateurs de l’inflammation produits notamment par les 
macrophages. Le RAGE est un marqueur spécifique de la lésion épithéliale pulmonaire. Il est 
corrélé à la clairance liquidienne alvéolaire. 
 
Tableau 1 : Origine et fonction des cytokines mises en jeu dans les lésions d’ischémie-
reperfusion au cours de la transplantation pulmonaire (d'après De Perrot et al ; 2003 ; 
AJRCCM) [141] 
 
 
Figure 9 : Clairance liquidienne alvéolaire en fonction des concentrations du marqueur 
de lésion épithéliale RAGE dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire (d'après Briot 
et al ; 2009 ; Chest) [19] 
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 I.3.3 Prévention de la dysfonction pulmonaire 
 I.3.3.1 Solution de préservation et technique d’administration 
 Les solutions de préservation qui contiennent du dextran (pouvoir osmotique et anti-
thrombotique), du glucose et qui possèdent une faible concentration en potassium (ex : 
Perfadex®), ont montré leur supériorité en terme de préservation pulmonaire, dans des délais 
pouvant atteindre 24 heures d’ischémie [93,155]. La plupart des équipes qui pratiquent la 
transplantation pulmonaire utilisent la technique du flush unique (flush antérograde via 
l’artère pulmonaire) en raison de sa simplicité technique [77]. Toutefois, certaines équipes 
pratiquent la technique du double flush (antérograde et rétrograde, via les veines 
pulmonaires) qui permettrait essentiellement une meilleure distribution du liquide de 
préservation [169]. D’autres équipes pratiquent la technique du flush rétrograde tardif (en 
association au flush antérograde) qui permettraient de « laver » les poumons des médiateurs 
pro-inflammatoires accumulés en phase d’ischémie [154]. Par ailleurs, un débit élevé 
d’administration de la solution de préservation semble associé à une meilleure fonction 
pulmonaire après reperfusion [72,153]. L’utilisation d’une solution hypothermique reste la règle 
[122]
. 
La solution de préservation doit avoir un pouvoir oncotique au moins identique au sang et 
doit contenir du glucose. Elle doit être hypothermique et administrée à débit élevé. La 
technique du flush antérograde est la plus employée.  
 I.3.3.2 Inflation, oxygénation et température de préservation 
 De nombreuses études montrent qu’on améliore la préservation pulmonaire en 
pratiquant une inflation durant la période d’ischémie froide [77]. Cela permet de maintenir un 
certain niveau de métabolisme aérobie et de préserver partiellement l’intégrité du surfactant 
et le transport épithélial alvéolaire [52,73,95]. Sakuma et al ont montré que l’inflation 
pulmonaire permettait de maintenir la clairance liquidienne alvéolaire (versus déflation avec 
décroissance de la clairance) indépendamment de la présence d’oxygène [147]. D’une façon 
générale, l’inflation pulmonaire vise à réduire les atélectasies, associées à des résistances 
vasculaires pulmonaires élevées et à une moins bonne distribution de la solution de 
préservation [13]. L’hyperinflation est toutefois délétère [68]. 
La présence d’oxygène est requise durant la période de préservation des poumons prélevés. 
Toutefois, une FiO2 > 50% s’associerait à une peroxydation lipidique accrue [39]. L’utilisation 
d’une FiO2 de 50% ou moins est recommandée en pratique clinique. 
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La température de préservation des poumons a fait l’objet de débats. Certaines équipes ont 
suggéré que les poumons devraient être préservés à 10°C plutôt qu’à 4 ou 15°C mais d’autres 
auteurs n’ont pas corroboré cette thèse [96,167]. Si à cela on ajoute qu’à 10°C les poumons ont 
davantage besoin de substrats métaboliques et qu’au-delà de 10°C le risque de lésion 
pulmonaire augmente fortement, une température de préservation comprise entre 4 et 8°C 
semble être la plus adaptée [141]. De fait, il s’agit de la température de conservation 
habituellement utilisée en pratique clinique courante. 
L’inflation, une FiO2 ≤ 50% et une température comprise entre 4 et 8°C, améliorent la 
préservation pulmonaire. 
 I.3.3.3 Techniques de reperfusion et de ventilation 
 Ces éléments ont déjà été abordés dans le chapitre I.2.  
 I.3.3.4 Thérapies impliquant des médiateurs de l’inflammation 
 L’administration de la prostaglandine (PG) E1 en phase précoce de reperfusion réduit 
les lésions d’I/R. Les mécanismes en cause sont les propriétés vasodilatatrices de PGE1 et la 
modification du profil des cytokines, avec décroissance des cytokines pro-inflammatoires 
TNF-α et IL-12, et production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 [140]. Les études à haut 
niveau faisant défaut, l’utilisation de PGE1 n’est pas recommandée en pratique clinique 
courante. 
L’inhibition du système du complément semble aussi avoir un effet bénéfique sur les lésions 
d’I/R, la durée d’intubation et la durée moyenne de séjour en réanimation des patients 
transplantés [180]. 
Par ailleurs, la recherche en matière de thérapie cellulaire en transplantation pulmonaire s’est 
développée au cours des quinze dernières années [25]. Les études les plus récentes se sont 
notamment intéressées à l’utilisation d’un gène codant pour la cytokine anti-inflammatoire 
IL-10 [32,49]. Elle n’est pas utilisée en pratique clinique courante. 
L’utilisation de PGE1, d’IL-10 ou d’inhibiteurs du système du complément, semblerait limiter 
les lésions d’I/R. Ces molécules ne sont actuellement pas recommandées en pratique clinique 
courante. 
 I.3.3.5 Surfactant 
 Le surfactant est principalement constitué de lipides. Il est produit, stocké et sécrété 
par les cellules alvéolaires de type II. Il existe un pool intracellulaire au sein des cellules 
épithéliales alvéolaires de type II et un pool intra-alvéolaire [130]. Le surfactant dysfonctionne 
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au cours de l’I/R [133]. L’administration de surfactant exogène améliore la fonction 
pulmonaire après transplantation, notamment lorsqu’elle intervient chez le donneur avant 
prélèvement [131,158]. Les études à haut niveau de preuve manquant, l’utilisant de surfactant 
n’est pas recommandée en pratique clinique courante. 
L’administration de surfactant semblerait améliorer la fonction pulmonaire mais elle n’est 
actuellement pas recommandée en pratique clinique courante. 
 I.3.3.6 Monoxyde d’azote 
 Le monoxyde d’azote (NO) a des propriétés vasoactives et immunomodulatrices [117]. 
Il est produit par la famille des NO synthases (NOS) dont l’isoforme NOS-III est exprimée 
de façon constitutive au niveau endothélial et l’isoforme NOS-II est inductible au niveau de 
l’endothélium, de l’épithélium et des macrophages. Le NO catalyse la formation de 3’-5’-
guanosine monophosphate cyclique (GMPc), principal événement qui entre en compte dans 
son mécanisme d’action. Le NO réduit le tonus vasculaire et la vasoconstriction hypoxique, 
limite l’adhésion plaquettaire, est impliqué dans la destruction d’organismes exogènes et 
limite les lésions tissulaires [110]. Il décroit au cours de l’I/R [104]. L’augmentation du NO 
avant reperfusion, soit par un apport exogène sous forme d’inhalation, soit par stimulation de 
l’activité des NOS, permettrait de réduire les lésions d’I/R [10,29]. Cependant, le NO peut 
réagir avec l’anion superoxyde pour former l’acide peroxynitreux, oxydant très actif qui peut 
induire une libération d’endothéline et majorer les lésions alvéolaires [46]. Le NO n’a 
toutefois pas démontré son intérêt dans la prévention de la défaillance primaire du greffon, la 
durée de séjour ou la mortalité à 30 jours des patients greffés [9,115]. 
Le NO permettrait de réduire les lésions d’I/R par son action vasodilatatrice mais il peut être 
aussi à l’origine de la production d’espèces oxygénées réactives. Son utilisation n’est 
actuellement pas recommandée en pratique clinique courante. 
 I.3.3.7 Monoxyde de carbone 
 Le monoxyde carbone (CO) est issu de la voie de l’hème oxygénase. Il a comme le 
NO, des propriétés vasoactives via la formation de GMPc [90]. Il possède également une 
activité anti-inflammatoire et anti-apoptotique, dépendante de la voie des mitogen-activated 
protein (MAP) kinases, distincte de la voie NO/GMPc [59,134]. Une surexpression de l’hème 
oxygénase risque cependant d’entraîner une accumulation de fer libre à l’origine de la 
catalyse du radical hydroxyle, augmentant ainsi le stress oxydatif [161]. Le CO constitue une 
voie de recherche développée par notre équipe (non abordée dans cette thèse). 
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Le CO possède des propriétés vasoactives, anti-inflammatoires et anti-apoptotiques 
potentiellement intéressantes dans la physiopathologie de l’I/R. Son intérêt thérapeutique n’a 
été que très peu étudié jusqu’à présent. 
 I.3.3.8 Préconditionnement et postconditionnement 
 En partant du postulat qu’un tissu exposé à un premier stress peut développer une 
tolérance à un second stress, plusieurs équipes ont développé dans les années 1990 des 
méthodes de préconditionnement pulmonaires et cardiaques, qui visaient à réduire les lésions 
d’I/R. Certaines ont appliqué de brèves périodes d’ischémie, d’autres de brèves périodes 
d’hyperthermie [42,71,75,165]. 
Le concept de postconditionnement a été développé plus tard par Zhao et al : l’application de 
brèves périodes d’ischémie au moment d’une reperfusion suivant une période d’ischémie 
prolongée, réduisait significativement la taille de l’infarctus myocardique [181]. Cette étude a 
permis d’établir de façon formelle le concept de reperfusion létale qui faisait débat 
jusqu’alors. Les phénomènes de nécrose et d’apoptose ont été décrits dans la reperfusion 
létale [65,113]. Par ailleurs, la majorité des lésions tissulaires sont déclenchées par des 
événements biologiques qui surviennent lors des premières minutes de reperfusion [94,181]. Le 
postconditionnement réduit la production d’espèces oxygénées réactives et la concentration 
en calcium intracellulaire [160]. 
L’application de brèves périodes d’ischémie avant ou après une période d’ischémie 
prolongée, participe à la préservation de l’organe. Il s’agit des méthodes de pré et 
postconditionnement. 
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 I.4 Cyclosporine A 
 I.4.1 Origine, structure et pharmacologie 
 La CsA est un décapeptide de poids moléculaire 1202 Daltons découvert en Suisse en 
1972 [86]. Dans le plasma, 90% des molécules de CsA sont liées aux protéines. Sa 
biodisponibilité est très variable, essentiellement à cause des variabilités interindividuelles de 
l’absorption intestinale [124]. Son métabolisme est principalement hépatique, via le système du 
cytochrome P450. Sa demi-vie est de 6 à 9 heures [74]. 
La CsA a révolutionné le monde médical dans le domaine de la transplantation. Découverte à 
l’occasion de travaux qui cherchaient un nouvel agent antifongique, la CsA s’est révélée être 
une molécule aux propriétés immunologiques multiples [15]. En 1983, a été publiée la 
première étude européenne multicentrique qui montrait une nette augmentation du  taux de 
survie à un an des patients greffés rénaux grâce à l’utilisation de la CsA (taux de survie de 
72% dans le bras recevant la CsA versus 52% dans le bras recevant l’association azathioprine 
et stéroïdes) [69]. L’utilisation de la CsA dans la pratique clinique a ainsi été approuvée en 
Europe et aux USA vers la fin des années 80, malgré sa néphrotoxicité qui avait été mise en 
évidence précocement [23]. Néanmoins, il est apparu que cette néphrotoxicité était à la fois 
dose dépendante et réversible avec la réduction des posologies ou l’irrégularité des 
administrations [22,24,27,120]. Ces faits ont amené les cliniciens à tenter de réduire l’exposition 
de leurs patients à la CsA, par l’utilisation de protocoles thérapeutiques incluant d’autres 
agents immunosuppresseurs, sans toutefois prendre le risque d’une trop faible 
immunosuppression à l’origine du rejet de l’organe transplanté. De façon plus récente, la 
CsA a montré son intérêt tout particulier dans le domaine de l’I/R. Elle permet en effet de 
réduire les lésions d’I/R de nombreux organes, grâce notamment à ses propriétés anti-
apoptotiques. Notons qu’il existe par ailleurs des molécules non immunosuppressives, en 
particulier le NIM-811 (N-Methyl-4-isoleucine cyclosporin) et le Debio-025, dont les effets 
mitochondriaux sont comparables à la CsA. 
La CsA a révolutionné le monde de la transplantation en raison de ses propriétés 
immunosuppressives et cela malgré sa néphrotoxicité. Plus récemment, la CsA est apparue 
comme une molécule particulièrement intéressante pour réduire les lésions d’I/R. 
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 I.4.2 Mécanismes d’action 
 Les effets de la CsA résultent de sa liaison intra-cytoplasmique à la cyclophiline A 
(CypA) et de sa liaison intra-matricielle mitochondriale à la cyclophiline D (CypD). La 
liaison CsA-CypA est le point de départ d’une cascade d’événements à l’origine des effets 
immunologiques et vasoactifs de la CsA. La liaison CsA-CypD intervient quant à elle dans la 
physiopathologie de l’I/R (Figure 10). 
 I.4.2.1 Voie cyclophiline A / calcineurine : effets immunologiques et vasoactifs 
 Le complexe CsA-CypA inhibe la calcineurine au niveau cytoplasmique. La 
calcineurine est une sérine thréonine phosphatase calcium/calmoduline dépendante. Elle 
intervient notamment dans la déphosphorylation du facteur nucléaire des lymphocytes T 
activés (Nuclear Factor of Activated T-cells, NFAT), à l’origine de l’activation de la 
transcription du gène codant pour IL-2. L’inhibition de la calcineurine par le complexe CsA-
CypA a donc pour conséquence de réduire la transcription du gène codant pour IL-2, 
principal événement à l’origine de la modulation de la réponse immunitaire par la CsA. En 
revanche, il a également été démontré que la CsA activait certains récepteurs de type toll 
(Toll-Like Receptor, TLR) et le TNF-α, eux-mêmes à l’origine d’une activation du système 
immunitaire inné [108]. 
Par ailleurs, de nombreuses publications traitent de l’effet vasoconstricteur de la CsA au 
niveau rénal [14,123]. La vasoconstriction des artérioles afférentes et efférentes apparait 
secondaire à l’augmentation de facteurs vasoconstricteurs tels que l’endothéline et le 
thromboxane et à la réduction  de facteurs vasodilatateurs tels que la PGE2, la prostacycline 
et le NO [78,150,162]. L’inhibition de l’expression de la cyclo-oxygénase (COX)-2 médiée par 
NFAT permet d’expliquer la baisse de production d’acide arachidonique à l’origine de la 
baisse de la production de la PGE2 et de la prostacycline [76]. 
La CsA par la voie cyclophiline A / calcineurine, inhibe la transcription d’IL-2 et la 
production de vasodilatateurs tels que la PGE2, la prostacycline ou le NO. 
 I.4.2.2 Voie cyclophiline D / PTPm : effet anti-apoptotique 
 Le complexe CsA-CypD empêche la modification de conformation de l’adénine 
nucléotide translocase (ANT) à l’origine de l’ouverture du PTPm. La modification de 
conformation de l’ANT par la CypD seule modifie sa fonction : l’ANT ne fonctionne alors 
plus comme un transporteur de nucléotides mais comme un composant canalaire du PTPm 
[31,175]
. La CsA, par sa liaison à la CypD, empêche la CypD de modifier la conformation de 
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l’ANT et par conséquent, empêche l’ouverture du PTPm. In vitro, des cellules n’exprimant 
pas le gène codant pour la CypD sont plus résistantes à la mort cellulaire induite par les 
espèces oxygénées réactives ou la surcharge en calcium intracellulaire [127]. In vivo, les souris 
CypD déficientes ont des infarctus du myocarde moins importants pour des temps donnés 
d’I/R [12]. Cependant, certains auteurs ont évoqué que l’ANT n’était pas un composant 
essentiel du PTPm. En effet, ils ont démontré sur des souris ANT déficientes que la CsA était 
toujours capable d’inhiber l’ouverture du PTPm [99]. 
De nombreuses études ont souligné le rôle CsA dans la prévention des lésions d’I/R, qu’elle 
soit donnée au moment de l’ischémie ou de la reperfusion, dans différents modèles d’organes 
d’espèces animales diverses [45,64,67,102,125,164,176]. Le myocarde a été particulièrement étudié. Il 
existe notamment un essai clinique récent où l’administration de CsA juste avant la 
reperfusion coronaire, réduisait la taille de l’infarctus du myocarde [142]. Les effets 
pulmonaires de la CsA sur une possible prévention des lésions d’I/R ont été peu étudiés. In 
vitro, sur des cultures de macrophages alvéolaires soumis à des lésions 
d’hypoxie/réoxygénation, un prétraitement par CsA réduisait la production de médiateurs 
pro-inflammatoires [125]. Les cultures de cellules endothéliales d’artères pulmonaires 
soumises au même type de stress, produisaient également moins de médiateurs pro-
inflammatoires lorsqu’elles étaient préalablement incubées avec de la CsA [45]. In vivo, 
Krishnadasan et al ont montré que des rats recevant la CsA avant ischémie, avaient une 
perméabilité pulmonaire moins élevée et une moindre accumulation tissulaire de leucocytes 
et de myéloperoxidase [102]. Cependant, les travaux sur les effets pulmonaires de la CsA n’ont 
été menés que sur des cultures cellulaires ou des modèles de petits animaux (rongeurs) et il 
n’existe à ce jour aucune étude sur poumons isolés de grands mammifères. 
La CsA par la voie cyclophiline D / PTPm, prévient l’I/R dans un grand nombre de modèles 
d’organes de différentes espèces animales. Le myocarde est le tissu le plus étudié, 
contrairement aux poumons qui ne l’ont pratiquement pas été. 
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Figure 10 : Effets cytoplasmiques et mitochondriaux de la Cyclosporine A 
 
L’action de la Cyclosporine A est médiée au niveau cytoplasmique par la cyclophiline A et la calcineurine 
calcium/calmoduline dépendante. Elle inhibe la production des vasodilatateurs PGE2 et prostacycline et la 
transcription d’IL-2 en limitant la déphosphorylation du facteur nucléaire des lymphocytes T activés. Elle 
inhibe également la production du vasodilatateur NO en modulant la NO synthase. Par ailleurs, la CsA stimule 
la production d’endothéline, de récepteurs de type toll et de TNF-α. L’action de la CsA est médiée au niveau 
mitochondrial par la cyclophiline D. Elle inhibe l’ouverture du PTPm. 
CsA = Cyclosporine A ; Cyp = cyclophiline ; IL = interleukine ; NFAT = nuclear factor of activated T-cells, 
facteur nucléaire des lymphocytes T actives ; NO = monoxyde d’azote ; NOS = nitric oxid synthase ; PG = 
prostaglandine ; PTPm : pore de trasition de perméabilité mitochondriale ; TLR = toll-like receptor, récepteur 
de type toll. 
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II- Matériel et Méthodes 
 Nous avons procédé à deux expérimentations A et B qui évaluent les effets de plusieurs 
doses de CsA sur des lésions pulmonaires engendrées par différentes périodes d’I/R. A 
l’issue des résultats obtenus dans l’expérimentation A, pour s’affranchir des limites de 
l’étude tout en améliorant la pertinence des données, nous avons ciblé l’expérimentation B 
sur des posologies plus faibles de CsA, avec des poumons qui subissaient des périodes 
d’ischémie plus longues. L’essentiel de procédure utilisée pour les deux expérimentations est 
décrite dans la méthode de l’expérimentation A. La méthode de l’expérimentation B 
s’attache à ne décrire que les évolutions méthodologiques entre les expérimentations A et B. 
 II.A Expérimentation A (détermination de doses) 
 II.A.1 Préparation animale 
Les procédures de la déclaration d’Helsinki relatives à l’utilisation d’animaux dans un 
cadre expérimental, ont été respectées. L’expérimentation A a été réalisée sur 32 porcs pesant 
19,9 ± 1,6 kg. Les porcs étaient anesthésiés avec une inhalation comprenant 5% d’Isoflurane 
(Belamont ; Cournon d’Auvergne, France). Un cathéter de 20-gauge était placé dans une 
veine au niveau d’une oreille. Les porcs étaient ensuite curarisés avec 1,5 mg/kg de chlorure 
de Suxamethonium (Upharm; Boulogne Billancourt, France) IV, intubés et mécaniquement 
ventilés avec 2% d’Isoflurane. Le volume courant (tidal volume, VT) était de 7 mL/kg et la 
fréquence respiratoire (f) était de 12 respirations/minute. Une pression positive de fin 
d’expiration (positive end-expiratory pressure, PEEP) de 5 cmH2O était délivrée. La fraction 
inspirée en oxygène (FiO2) était de 50%. 10000 unités d’Héparine (Sanofi-Aventis ; 
Ploërmel, France) étaient administrées par voie intraveineuse (IV). Quelques minutes plus 
tard, les porcs étaient euthanasiés avec 25 mg/kg de Pentobarbital (Chemische Fabrik ; Berg, 
Allemagne) IV et 5 g de chlorure de potassium IV. La trachée était alors clampée les 
poumons en inflation puis la chirurgie thoracique initiée. Une sternotomie médiane était 
effectuée, la veine cave inférieure et l’aorte descendante clampées. La pneumoplégie était 
effectuée par la perfusion d’un litre de liquide de préservation de type Perfadex® (Vitrolife 
AB ; Gothenburg, Suède) à 4°C dans le ventricule droit. Le pH du Perfadex® était 
préalablement ajusté avec du Trometamol isotonique (Addex-THAM ; Kabi, Suède). Le 
ventricule gauche était largement ouvert afin de permettre l’écoulement du liquide de 
préservation issu des poumons. Ensuite, le bloc cœur-poumons était prélevé, les poumons 
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chirurgicalement individualisés des cavités cardiaques, avant d’être conservés dans une 
chambre froide à 4°C pour 30 minutes. 
 II.A.2 Préparation pulmonaire ex vivo 
 Le système d’évaluation ex vivo de la fonction pulmonaire comprenait un réservoir en 
plexiglass, une pompe de CEC et 2,8 L de Perfadex® associé à 5% d’Albumine (Sigma-
Aldrich; Saint Louis, USA) et 2 mg/L de Trinitrine (Sanofi-Aventis; France). L’artère 
pulmonaire était canulée avec une canule de calibre 20-F (Turemo ; Ann Arbor, USA), 
connectée au circuit extracorporel. Un capteur de pression (Baxter ; Uden, Pays-Bas) était 
placé dans l’artère pulmonaire. Un premier capteur de température (Sorin Group ; Arvada, 
USA) était connecté à l’oxygénateur membranaire et un second (Integral Process ; Conflans 
Sainte Honorine, France) était placé à la sortie des veines pulmonaires. Du Trometamol 
isotonique était utilisé afin d’obtenir un pH physiologique dans la solution obtenue. Un 
apport de 2 L/min d’oxygène et de 2 L/min d’azote (93%) associé à du dioxyde de carbone 
(7%) était assuré via l’oxygénateur membranaire. 
 II.A.3 Phase de réchauffement 
 Le réchauffement de la préparation pulmonaire était initié par des débits lents de pompe 
de CEC (100 mL/min) avec un objectif thermique de 25°C. Le débit de pompe de CEC était 
graduellement augmenté, en parallèle à l’augmentation de la température du liquide de 
préservation. A 32°C, la ventilation était initiée (VT = 50 mL, f = 12/min, PEEP = 5 cmH2O, 
FiO2 = 50%) puis graduellement augmentée par des incréments de 20 mL jusqu’à un volume 
courant maximal de 7 mL/kg. Durant la phase de réchauffement, le débit de CEC était 
progressivement augmenté jusqu’à 1,3 L/min (débit cardiaque moyen d’un porc de 20 kg). 
On ne permettait jamais à la PAP d’excéder 25 mmHg. Dans un tel cas de figure, le débit de 
pompe de CEC était fixé pour permettre à la PAP de ne pas excéder 25 mmHg. La phase de 
réchauffement était considérée terminée lorsque la température de la solution à la sortie des 
veines pulmonaires atteignait 36°C et que le débit cardiaque et la ventilation souhaités étaient 
obtenus. L’arrivée d’oxygène dans l’oxygénateur membranaire était alors coupée. Seul 
l’apport d’azote associé au dioxyde de carbone était maintenu. Cet état stable était maintenu 
pour 45 minutes avant d’initier la phase d’évaluation. Le temps moyen d’ischémie chaude 
était de 18 ± 4 min et le temps moyen d’ischémie froide, de 117 ± 20 min. 
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 II.A.4 Phase d’évaluation 
 Durant la phase d’évaluation, des paramètres d’échanges gazeux (PO2/FiO2 = pression 
partielle en oxygène / fraction inspirée en oxygène, PCO2 = pression partielle en dioxyde de 
carbone, ETCO2 = end tidal carbon dioxid pressure, pression partielle en dioxyde de carbone 
expiré), des paramètres hémodynamiques, des marqueurs de l’inflammation pulmonaire, de 
la fonction épithéliale pulmonaire et de la perméabilité capillaro-alvéolaire étaient mesurés. 
 II.A.4.1 Paramètres hémodynamiques 
 La PAP était continuellement mesurée et enregistrée via un système d’acquisition 
numérique (Biopac, Santa Barbara, CA). Pour estimer la Pcap, la pompe de CEC était 
stoppée pour quelques secondes. La Pcap était calculée en utilisant un modèle développé 
dans notre laboratoire par Baconnier et al [11]. Dans ce modèle, la vascularisation pulmonaire 
est considérée comme un ensemble de trois compartiments compliants en série (artériel, 
capillaire et veineux) séparés par deux résistances (artérielle et veineuse). La Pcap était 
estimée par l’extrapolation au temps zéro du composant lent du profil d’occlusion artérielle. 
Les résistances vasculaires pulmonaires artériolaires et veinulaires (RVPa et RVPv) étaient 
ensuite déduites de l’évaluation de la Pcap (Figures 11A et 11B). 
 II.A.4.2 Fonction épithéliale pulmonaire 
 La fonction épithéliale pulmonaire était estimée par la mesure des concentrations en 
RAGE dans le perfusat et le LBA (technique ELISA) et par le calcul de la clairance 
liquidienne alvéolaire (Alveolar Fluid Clearance, AFC). Le RAGE est reconnu, nous l’avons 
vu, comme un marqueur lésionnel des cellules épithéliales alvéolaires [19].  L’AFC estime les 
capacités de réabsorption liquidienne et le statut fonctionnel de l’épithélium alvéolaire. 
L’AFC a été calculée comme précédemment décrit [18]. Brièvement, à la fin de 
l’expérimentation, un cathéter (PE 240 tubing, BD) était placé à travers un port latéral de la 
sonde d’intubation, au sein de l’arbre aérien pulmonaire et avancé jusqu’à ce qu’une légère 
résistance soit rencontrée. Ensuite, 100 mL d’une solution salée isotonique à 36°C mélangée 
à 5% d’Albumine était instillée à travers le cathéter au niveau des espaces aériens 
pulmonaires. Après 5 min (T0) et 35 min (T30), des échantillons étaient prélevés à travers le 
cathéter, grâce à de douces aspirations. La variation de la concentration en protéines entre T0 
et T30 était utilisée pour déterminer le volume liquidien « nettoyé » au niveau de l’espace 
aérien lavé, par l’équation suivante : 
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Clairance liquidienne distale (%.heure-1) = 2(1-Ci/Cf) 
où Ci est la concentration en protéines à T0 et Cf la concentration en protéines à T30. 
 II.A.4.3 Perméabilité capillaro-alvéolaire 
 La perméabilité capillaro-alvéolaire aux macromolécules était estimée à la fin de 
l’expérimentation lors de la même procédure de LBA permettant la mesure de l’AFC, selon 
une technique précédemment décrite par notre équipe [18]. Brièvement, du dextran marqué 
(fluorescein isothiocyanate labeled dextran, FITC-D70) (Sigma ; Saint Quentin Fallavier, 
France), un indicateur macromoléculaire fluorescent de la même taille que l’albumine, était 
ajouté dans le liquide de perfusion 30 minutes avant le LBA (temps d’équilibration entre le 
liquide de perfusion et l’alvéole). Les concentrations de FITC-D70 étaient ensuite mesurées 
au moyen d’un spectrophotomètre (NanoDrop ND-3300 par Labtech ; Palaiseau, France) 
simultanément au niveau du liquide de perfusion et dans la liquide alvéolaire, échantillonnés 
5 minutes après l’instillation du liquide de LBA. Le coefficient de transport K du FITC-D70 
du liquide de perfusion à l’alvéole, constitue l’expression de la perméabilité de la membrane 
capillaro-alvéolaire. La formule suivante a été utilisée pour calculer ce coefficient de 
perméabilité : 
K (minute-1) = ([FITC-D70] du LBA / [FITC-D70] du liquide de perfusion) / 30 
 II.A.4.4 Inflammation pulmonaire 
 Les concentrations de deux cytokines pro-inflammatoires, TNF-α et IL-1β ont été 
mesurées simultanément dans le perfusat et le LBA (Randox Investigator), après mesure des 
échanges gazeux et évaluation des paramètres hémodynamiques. 
 II.A.5 Protocole expérimental 
 L’étude a été menée sur quatre groupes différents de huit animaux chacun : un groupe 
contrôle et trois groupes recevant différentes concentrations de CsA (Novartis ; Stein, 
Suisse) : 1, 10 et 30 µM (CsA1, CsA10, CsA30). La CsA était administrée avec la solution 
de préservation, diluée dans cette dernière de telle sorte qu’on obtienne la concentration de 
CsA souhaitée, à la fois au moment de l’ischémie (phase de préparation animale) et au début 
de la reperfusion (Figure 12).  
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Figures 11A et 11B : Estimation de la pression capillaire à partir de la pression 
artérielle pulmonaire et de son profil de décroissance obtenu lors d’une brève occlusion 
de la pompe de circulation extracorporelle 
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 II.A.6 Analyse statistique 
 Les valeurs sont exprimées dans le texte et les tableaux, sous forme de médiane et 
d’intervalle interquartile. En raison des petits effectifs au sein des groupes, nous avons utilisé 
des tests non paramétriques. Ces test comparent les rangs de classement des variables au sein 
des groupes, sont indépendants de la distribution et robustes vis-à-vis des valeurs extrêmes. 
Pour la comparaison simultanée de plusieurs groupes (groupe témoin et groupes CsA), nous 
avons utilisé le test de Kruskal-Wallis. Lorsque cette comparaison globale faisait apparaître 
une différence statistiquement significative entre les groupes, un le test de corrélation de 
Spearman était alors effectué afin d’évaluer un possible « effet dose » des concentrations 
croissantes de CsA. Un risque alpha de première espèce (valeur de p < 0,05) était considéré 
comme statistiquement significatif. Le logiciel Statview® a été utilisé. 
 
Figure 12 : Schéma expérimental A 
 
Euthanasie
Pneumoplégie
PrĠlğveŵeŶt du ďloĐ Đœur / pouŵoŶs
Ablation des cavités cardiaques 
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Préparation ex vivo
Reperfusion et Réchauffement 
Etat stable de 45 min puis Evaluation gazométrique et hémodynamique
LBA
TEMPS
Ischémie chaude
18 ± 4 min
Ischémie froide
117 ± 20 min
± Cyclosporine
± Cyclosporine
LBA + 5 min
LBA + 35 min avec prélèvement LBA pour dosage albumine
prélèvements LBA pour doser albumine, FITC-D70 , RAGE et cytokines
prélèvements P pour doser FITC-D70, RAGE et cytokines
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 II.B Expérimentation B (doses ciblées & ischémie 
prolongée) 
 II.B.1 Préparation animale 
L’expérimentation B a été réalisée sur 15 porcs pesant 39,1 ± 2,9 kg. Les porcs étaient 
sédatés par l’association simultanée de 120 mg de Tiletamine et 120mg de Zolazepam en 
intramusculaire (Virbac ; Glattbrugg, Suisse). L’anesthésie était effectuée par 10 à 15 mg/kg 
de Pentobarbital IV. Les porcs étaient ventilés avec un volume courant de 7 mL/kg et une 
fréquence respiratoire de 20 respirations/minute. 20000 unités d’Héparine étaient 
administrées en IV. Une fois les porcs euthanasiés, la pneumoplégie était effectuée par la 
perfusion de deux litres de liquide de préservation de type Perfadex® à 4°C dans le 
ventricule droit, auquel on ajoutait au préalable 1 mg/L de Trinitrine. Après prélèvement du 
bloc cœur-poumons, les poumons étaient chirurgicalement individualisés des cavités 
cardiaques et séparés l’un de l’autre. Lorsque nous utilisions en premier le poumon gauche, 
nous clampions la trachée et nous canulions l’artère pulmonaire droite, avant de conserver le 
poumon droit sous des compresses imbibées de sérum physiologique, dans une chambre 
froide à 4°C pour une durée totale d’ischémie froide de 24 heures. Ensuite, nous canulions la 
bronche souche gauche et l’artère pulmonaire gauche, avant de garder le poumon gauche 
dans une chambre froide à 4°C pour 30 minutes, pour une durée totale d’ischémie (froide et 
chaude) de 2 heures. Le J0 de l’expérimentation B nous utilisions alternativement le poumon 
gauche ou le poumon droit. 
 II.B.2 Préparation pulmonaire ex vivo 
 Le système d’évaluation ex vivo de la fonction pulmonaire comprenait 3 L de Solution 
de Steen™ (Sorin Group ; Munich, Allemagne). Les autres éléments de la préparation 
pulmonaire étaient identiques à l’expérimentation A. 
 II.B.3 Phase de réchauffement 
 Durant la phase de réchauffement, le débit de CEC était progressivement augmenté 
jusqu’à 35 mL/kg/min x A/(A+B) où 35 mL/kg/min est la moitié du débit cardiaque moyen 
d’un porc de 40 kg, A est le poids du poumon évalué et B le poids du poumon controlatéral. 
Le temps moyen d’ischémie chaude était de 17 ± 2 min et le temps moyen d’ischémie froide, 
de 111 ± 9 min pour le premier poumon et de 23 heures et 50 ± 10 min pour le second. 
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 II.B.4 Phase d’évaluation 
 Durant la phase d’évaluation, la plupart des paramètres mesurés correspondaient à ceux 
de l’expérimentation A, exceptés les paramètres relatifs à l’inflammation pulmonaire.  
  II.B.4.1 Paramètres hémodynamiques 
  Voir expérimentation A. 
  II.B.4.2 Fonction épithéliale pulmonaire 
  Voir expérimentation A. 
  II.B.4.3 Perméabilité capillaro-alvéolaire 
  Voir expérimentation A.  
  II.B.4.4 Inflammation pulmonaire 
  Les concentrations de trois cytokines pro-inflammatoires, TNF-α, IL-1β, IL-6, et 
d’une cytokine anti-inflammatoire IL-10 été mesurées dans le LBA (Luminex), après mesure 
des échanges gazeux et évaluation des paramètres hémodynamiques. 
 II.B.5 Protocole expérimental 
 L’étude a été menée sur trois groupes différents de cinq animaux chacun : un groupe 
contrôle et deux groupes pour lesquels le poumon dont la durée totale d’ischémie était de 24 
heures, recevait soit 1µM soit 5µM CsA dès la phase initiale de la reperfusion (la CsA étant 
préalablement diluée dans la solution de préservation pour obtenir la concentration souhaitée) 
(Figure 13). 
 II.B.6 Analyse statistique 
 Les mêmes outils que ceux développés dans l’expérimentation A ont été utilisés. Pour 
tester la différence de résultats entre poumons appariés (i.e. paires de poumons prélevés au 
même moment mais reperfusés après des périodes d’ischémie différentes), nous avons utilisé 
le test de Wilcoxon. 
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Figure 13 : Schéma expérimental B 
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III- Résultats 
 III.A Expérimentation A (détermination de doses) 
 III.A.1 Echanges gazeux 
 Le rapport PO2/FiO2 était significativement amélioré par des doses croissantes de CsA 
(Figure 14) alors que le gradient de CO2 entre le perfusat et l’air exhalé (PCO2 - ETCO2) 
tendait à décroître avec la CsA (non significatif) (Tableau 2). 
 III.A.2 Hémodynamique 
 La PAP, la Pcap et les RVP étaient augmentées par l’administration de CsA, avec un 
effet dose (Figures 15, 16 et 17). L’augmentation des RVP semblait intéresser 
préférentiellement la part veinulaire du lit vasculaire pulmonaire, pour de fortes doses de 
CsA (30 µM) (Tableau 2).  
 III.A.3 Fonction épithéliale alvéolaire 
 Des doses faibles (1 µM) et modérées (10 µM) de CsA tendaient à prévenir les lésions 
épithéliales alvéolaires (non significatif) estimées par la concentration alvéolaire en RAGE et 
la valeur de l’AFC (Tableau 2). 
 III.A.4 Perméabilité capillaro-alvéolaire 
 Les poumons traités par des doses élevées de CsA (30 µM) avaient un coefficient K de 
perméabilité aux macromolécules plus élevé (Tableau 2). 
 III.A.5 Inflammation pulmonaire 
 Les poumons traités par des doses élevées de CsA (30 µM) présentaient des 
concentrations plus élevées en cytokines pro-inflammatoires IL-1β et TNF-α dans le LBA et 
le perfusat, en comparaison aux autres groupes (Figures 18 et 19, Tableau 2).  
 
Figures 14 à 19 : La médiane est symbolisée par la ligne horizontale à l’intérieur des 
boîtes à moustaches. Les valeurs comprises entre le 25e et le 75e percentile sont inclues 
dans les boîtes. Les moustaches représentent les valeurs du 10e et 90e percentile. Les 
valeurs individuelles sont représentées par des points.  
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Figure 14 : Rapport PO2/FiO2 
Comparaison globale par le test de Kruskal-Wallis p = 0,017 
Effet dose par le test de corrélation de Spearman p = 0,008 
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Figure 15 : Pression artérielle pulmonaire 
Comparaison globale par le test de Kruskal-Wallis p = 0,010 
Effet dose par le test de corrélation de Spearman p = 0,001 
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Figure 16 : Pression capillaire 
Comparaison globale par le test de Kruskal-Wallis p = 0,005 
Effet dose par le test de corrélation de Spearman p < 0,001  
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Figure 17 : Résistances vasculaires pulmonaires totales 
Comparaison globale par le test de Kruskal-Wallis p = 0,013 
Effet dose par le test de corrélation de Spearman p = 0,001 
Cyclo 30µMControl Cyclo 10µMCyclo 1µM
Total Pulmonary Vascular Resistances
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Figure 18 : Interleukine-1β dans le lavage broncho-alvéolaire 
Comparaison globale par le test de Kruskal-Wallis p = 0,028 
Effet dose par le test de corrélation de Spearman p = 0,020 
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Figure 19 : Interleukine-1β dans le perfusat 
Comparaison globale par le test de Kruskal-Wallis p = 0,046 
Effet dose par le test de corrélation de Spearman p = 0,100 
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Tableau 2 : Paramètres fonctionnels pulmonaires après ischémie-reperfusion 
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III.B Expérimentation B (doses ciblées & ischémie 
 prolongée) 
 III.B.1 Sévérité de l’ischémie à J1 
 L’analyse comparée des paramètres fonctionnels pulmonaires après I/R J0 versus J1, 
portait sur la totalité des poumons, trois groupes confondus : contrôle, CsA1 et CsA5. Elle 
mettait en évidence une réduction significative du rapport PO2/FiO2 et de l’AFC et une 
augmentation significative du coefficient K de perméabilité aux macromolécules (Figures 20, 
21 et 22). Les PAP, Pcap et RVP n’étaient pas modifiées de façon significative. 
 III.B.2 Effets pharmacologiques 
 La baisse du rapport PO2/FiO2 entre les poumons J0 et les poumons J1 se réduisait de 
façon dose dépendante avec la CsA (Figure 23). La concentration en RAGE du LBA à J1 
comparée à J0 augmentait dans le groupe contrôle alors qu’elle diminuait dans les groupes 
CsA (Figure 24). Par ailleurs la CsA ne modifiait pas les PAP, Pcap et RVP, ni la 
perméabilité capillaro-alvéolaire ou les paramètres d’inflammation pulmonaire (Tableaux 3A 
et 3B). 
 
Figures 20, 21 et 22 : la médiane est symbolisée par la ligne horizontale à l’intérieur des 
boîtes à moustaches. Les valeurs comprises entre le 25e et le 75e percentile sont inclues 
dans les boîtes. Les moustaches représentent les valeurs du 10e et 90e percentile. Les 
valeurs individuelles sont représentées par des points. 
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Figure 20 : Rapport PO2/FiO2 J0 versus J1 
Comparaison par le test de Wilcoxon pour mesures appariées  p = 0,008 
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Figure 21 : Clairance liquidienne alvéolaire J0 versus J1 
Comparaison par le test de Wilcoxon pour mesures appariées  p = 0,013 
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Figure 22 : Coefficient de transport K du FITC-D70 J0 versus J1 
Comparaison par le test de Wilcoxon pour mesures appariées  p = 0,003 
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Figures 23 et 24 : Les histogrammes représentent la moyenne des variations. 
Figure 23 : Evolution du rapport PO2/FiO2 entre J0 et J1 
Comparaison globale par le test de Kruskal-Wallis p = 0,031 
Effet dose par le test de corrélation de Spearman p = 0,048 
 
Figure 24 : Evolution du RAGE dans le lavage broncho-alvéolaire entre J0 et J1 
Comparaison globale par le test de Kruskal-Wallis p = 0,055 
Effet dose par le test de corrélation de Spearman p = 0,190 
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Tableaux 3A et 3B : Evolution des paramètres fonctionnels pulmonaires après 
ischémie-reperfusion entre J0 et J1 
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IV- Discussion 
 Ce travail évalue pour la première fois les effets de la CsA sur des poumons porcins 
isolés et perfusés ex vivo. L’effet de la CsA n’avait jusqu’alors jamais été étudié sur un 
modèle pulmonaire de gros mammifère. Nos résultats montrent un effet-dose de la CsA sur 
les échanges gazeux et sur l’hémodynamique pulmonaire, avec possiblement une aggravation 
des lésions d’I/R pour des doses élevées de CsA (30 µM). Ce travail constitue une étape 
essentielle d’une démarche qui viserait à proposer la CsA chez l’homme, avec pour objectif 
de réduire les lésions d’I/R, premières responsables de la défaillance primaire du greffon [141]. 
La technique d’EVLP que nous avons utilisée est devenue en l’espace d’une décennie, la 
technique de référence d’évaluation des greffons pulmonaires. Son intérêt a déjà été 
démontré sur préparations pulmonaires animales, notamment porcines [157] et sur poumons 
humains [35]. Elle peut être assimilée à un « banc d’essai idéal » des fonctions pulmonaires et 
autorise notamment l’évaluation de nouvelles thérapies supposées limiter les lésions d’I/R. 
Les paramètres physiologiques que nous avons mesurés sont pour certains communément 
étudiés dans la littérature : il s’agit des capacités d’échanges gazeux, des pressions artérielles 
pulmonaires et des résistances vasculaires pulmonaires totales. Nous nous sommes aussi 
intéressés à d’autres paramètres fonctionnels pulmonaires plus spécifiques, tels que les 
pressions capillaires, les résistances vasculaires longitudinales, la clairance liquidienne 
alvéolaire, le RAGE, la perméabilité capillaro-alvéolaire et certaines cytokines pro- et anti-
inflammatoires. 
 IV.1 Design expérimental 
 Plusieurs faits et hypothèses issus de l’expérimentation A nous ont conduit à faire 
évoluer le design expérimental dans l’expérimentation B. Premièrement, nous avons allongé 
la période d’ischémie pour majorer les lésions d’I/R dans l’optique de mettre en relief les 
effets de la CsA. Deuxièmement, nous avons souhaité évaluer chaque poumon à son 
controlatéral, afin d’augmenter la pertinence de nos résultats comparatifs. Ce choix 
méthodologique nous a conduit dans l’expérimentation B à n’utiliser la CsA qu’au moment 
de la reperfusion. Troisièmement, nous avons réduit le débit de la circulation extracorporelle 
de moitié par rapport à la valeur théorique moyenne, à la faveur de publications récentes 
montrant un bénéfice à utiliser de faibles débits de CEC, notamment lors d’ischémies 
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prolongées [34,35]. Quatrièmement, nous nous sommes affranchis de l’utilisation d’isoflurane 
avant euthanasie de l’animal (voir limites ci-dessous). 
 IV.2 Limites 
 Une des limites possibles de l’expérimentation A pourrait être la courte période 
d’ischémie (135 ± 21 min) à laquelle les poumons ont été exposés. En effet, une période 
d’ischémie plus longue aurait provoqué des lésions I/R plus sévères et aurait peut-être permis 
de majorer les effets positifs de la CsA. Néanmoins, la durée de l’ischémie dans 
l’expérimentation A était similaire à plusieurs autres études qui se sont intéressées aux effets 
de la CsA au niveau pulmonaire [45,102,125]. 
Un autre biais possible pourrait être l’induction de l’anesthésie par le gaz halogéné isoflurane 
dans l’expérimentation A. En effet, plusieurs travaux montrent que les gaz halogénés 
inhibent le PTPm et pourraient donc interférer avec l’action préventive de la CsA dans les 
lésions d’I/R [28,88,132,144]. Cet effet préventif semble clair avec le sévoflurane mais les études 
réalisées avec l’isoflurane ont des résultats plus contrastés [88,144]. Aussi, la plupart des études 
qui se sont intéressées aux gaz halogénés dans la prévention des lésions d’I/R, utilisaient ces 
gaz au moment de la reperfusion. Dans l’expérimentation A, nous n’avons utilisé l’isoflurane 
qu’à l’induction de l’anesthésie, avant euthanasie de l’animal. Sachant que la demi-vie de 
l’isoflurane est de quelques minutes et que la reperfusion intervenait dans l’expérimentation 
A après une période supérieure à deux heures d’ischémie, nous avons fait l’hypothèse qu’il 
n’existait pratiquement plus d’isoflurane au sein des alvéoles au moment de la reperfusion. 
Par ailleurs, l’isoflurane ayant été utilisé dans chaque groupe de la même façon et avec les 
mêmes posologies, cela limite les interférences d’interprétations de nos résultats. 
 IV.3 Choix de la molécule et des posologies 
 Nous avons fait l’hypothèse que les lésions d’I/R étaient principalement liées à la 
« mort » mitochondriale, conséquence de l’ouverture du PTPm en situation de stress. Or 
l’inhibition de l’ouverture du PTPm constitue la principale voie d’action de la CsA qui 
explique son effet dans l’I/R. Par ailleurs, de nombreux modèles animaux in vivo et in vitro 
ont montré l’intérêt de la CsA dans la prévention des lésions d’I/R, lorsqu’elle est 
administrée avant l’ischémie ou au moment de la reperfusion [45,64,66,102,125,164,176]. 
Les différentes concentrations de CsA que nous avons testé dans l’expérimentation A ont été 
choisies à la lumière d’études in vitro où la concentration moyenne de CsA nécessaire pour 
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induire des effets positifs observables sur bains cellulaire, était de 1 µM [45,67,125], et d’études 
in vivo rapportant des concentrations sanguines de CsA comprises entre 1 et 5 µM chez 
l’homme et jusqu’à 90 µM chez le rat [20,106,168]. Les doses de CsA de l’expérimentation B ont 
été choisies à la lumière des résultats de l’expérimentation A. En effet, dans 
l’expérimentation A, les posologies de 1 à 10 µM avaient un effet bénéfique sur les échanges 
gazeux alors qu’un effet vasculaire délétère apparaissaient dès 10 µM. La concentration de 
30 µM était clairement responsable d’une élévation des résistances vasculaires pulmonaires 
et des cytokines pro-inflammatoires TNF-α et IL-1 β. Ainsi, dans l’expérimentation B, nous 
avons choisi d’évaluer les concentrations de CsA de 1 et 5 µM et n’avons pas évalué des 
doses plus élevées. 
 IV.4 Effets de la CsA sur l’hémodynamique 
 Dans l’expérimentation A, la CsA aux posologies de 10 et surtout 30 µM était 
délétère sur les pressions et les résistances, avec un effet dose. Bien que des administrations 
quotidiennes de CsA sur trois semaines semblent prévenir l’hypertension pulmonaire induite 
par l’hypoxie chronique [100], plusieurs études ont mis évidence que la CsA pouvait être 
responsable d’hypertension chez l’homme après transplantation pulmonaire, cardiaque, 
rénale ou hépatique [47,121,152,173]. Deux stades ont été décrits : l’hypertension aiguë lors de 
l’initiation du traitement par CsA et l’hypertension chronique après administration de CsA 
sur le long terme. Au niveau des muscles lisses des vaisseaux, la CsA se lie la CypA et peut 
ainsi directement affecter la régulation de la pression artérielle, notamment en réduisant la 
production de monoxyde d’azote par inhibition de la NO synthase [150]. La CsA réduit par 
ailleurs la production des vasodilatateurs PGE2 et prostacycline, en même temps qu’elle 
stimule la production de l’endothéline, puissant vasoconstricteur. Cela peut expliquer 
l’augmentation des PAP, Pcap et résistances vasculaires pulmonaires (RVP) que nous avons 
observée sur les poumons qui recevaient des doses élevées de CsA (10 et 30 µM). Aussi, 
nous avons montré qu’il existait avec la CsA, une augmentation plus importante des RVP 
veinulaires versus artériolaires. Cette augmentation des résistances post-capillaires pourrait 
augmenter la fuite liquidienne au niveau des capillaires les plus lésés par l’I/R [18]. Cela 
pourrait expliquer la majoration du coefficient K de perméabilité alvéolo-capillaire, constatée 
dans l’expérimentation A avec 30 µM de CsA. Notons par ailleurs que la PEEP appliquée 
aux poumons participe à l’élévation de leurs RVP [97]. La PEEP étant identique dans chacun 
des groupes des deux expérimentations, les variations de RVP constatées dans 
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l’expérimentation A ne sont probablement pas liées à la PEEP mais plus vraisemblablement à 
la CsA. Dans l’expérimentation B, l’utilisation de faibles concentrations de CsA (1 et 5 µM) 
avait pour objectif d’éviter les effets hémodynamiques constatés à des doses plus élevées 
dans l’expérimentation A. L’absence d’effet vasculaire délétère constaté pour la CsA aux 
concentrations de 1 et 5 µM, constitue un argument supplémentaire en faveur du choix de ces 
posologies. 
 IV.5 Effets de la CsA sur les échanges gazeux 
 La CsA augmente le rapport PO2/FiO2 et diminue le gradient de CO2 de façon dose 
dépendante. Une telle amélioration des échanges gazeux pourrait s’expliquer en partie par 
l’augmentation de la vasoconstriction pulmonaire hypoxique renforcée par la CsA. En effet, 
la vasoconstriction est un événement commun de la lésion d’I/R pulmonaire [40]. Elle est 
responsable de la redistribution du flux sanguin pulmonaire des zones lésées vers les zones 
saines. Plusieurs publications ont souligné l’importance de la vasoconstriction hypoxique 
dans le maintien de l’oxygénation au cours de lésions pulmonaires aiguës. Cette réactivité 
vasculaire permet de réduire l’espace mort alvéolaire et améliore l’oxygénation [17,163]. 
Néanmoins, dans l’expérimentation B, la CsA à 1 et 5 µM augmentait nettement le rapport 
PO2/FiO2 sans modifier les pressions artérielles ni les résistances vasculaires de façon 
significative. Ce constat plaide pour un effet propre de la CsA dans l’amélioration des 
échanges gazeux, indépendant de son action vasoconstrictrice. 
 IV.6 Effets de la CsA sur la fonction épithéliale 
 pulmonaire et la perméabilité capillaro- 
 alvéolaire 
 Certains travaux ont suggéré que la CsA favoriserait l’intégrité de la barrière alvéolo-
capillaire et améliorerait la fonction épithéliale pulmonaire, en diminuant la sécrétion de 
médiateurs pro-inflammatoires et la perméabilité capillaro-alvéolaire [45,102,125]. Ces 
événements participeraient à la réduction de la formation d’œdème et à l’amélioration les 
échanges gazeux à travers la membrane alvéolo-capillaire. En accord avec ces hypothèses, 
nous avons constaté dans l’expérimentation A qu’il existait une tendance à l’amélioration de 
la fonction épithéliale alvéolaire avec des posologies de CsA de 1 et 10 µM.  Dans ces 
groupes, la CsA semblait augmenter l’AFC et réduire la concentration en RAGE du LBA 
(non significatif), ces deux paramètres reflétant le statut pulmonaire après I/R [19]. Cependant, 
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pour les poumons qui recevaient 30 µM de CsA, la concentration des cytokines pro-
inflammatoires IL-1β et TNF-α et la perméabilité capillaro-alvéolaire étaient augmentées et 
l’AFC dégradée, alors que le rapport PO2/FiO2 restait élevé. Nous avons donc fait 
l’hypothèse que la CsA aux posologies élevées avait un effet vasoconstricteur pulmonaire 
prééminent, alors qu’à de faibles concentrations, les effets anti-inflammatoires et anti-
apoptotiques de la CsA pourraient être au premier plan. Les effets hémodynamiques 
précédemment décris pourraient expliquer l’altération de la fonction épithéliale pulmonaire et 
la dégradation de la barrière capillaro-alvéolaire, coexistant avec l’amélioration des échanges 
gazeux que nous avons observé avec les poumons recevant des doses élevées de CsA. Dans 
l’expérimentation B, l’utilisation de faibles doses appliquées à une lésion plus sévère sur des 
poumons appariés, a permis de montrer l’effet bénéfique de la CsA sur la fonction 
épithéliale. La CsA permettait de réduire la concentration en RAGE, marqueur de plus en 
plus  reconnu pour quantifier la lésion pulmonaire sur des modèles expérimentaux [19,159] et 
en clinique [21,84]. 
 IV.7 Effets de la CsA sur l’inflammation 
  pulmonaire 
 Dans l’expérimentation A, la production de TNF-α et d’IL-1β était significativement 
augmentée avec des doses élevées de CsA. En effet, pour les poumons qui recevaient 30 µM 
de CsA, la concentration des cytokines et la perméabilité pulmonaire étaient augmentées et 
l’AFC dégradée. A ces fortes posologies, l’effet vasoconstricteur pulmonaire et 
l’augmentation des RVPv étaient particulièrement nets. Ces phénomènes hémodynamiques 
pourraient augmenter la fuite capillaire, la formation d’œdème et aggraver les lésions d’I/R. 
Aussi, la CsA favorise la production de TNF-α et d’IL-1β via certains récepteurs de type toll 
[108]
. Ces cytokines stimulent la production de métalloprotéases qui favorisent à leur tour la 
production de ces mêmes cytokines. Cela permettrait d’expliquer pourquoi la CsA30, bien 
qu’inhibant certaines métalloprotéases, ne diminue pas la production de ces cytokines mais 
l’augmente. Dans l’expérimentation B, nous avons évité cette augmentation délétère de 
cytokines, même à la posologie de 5 µM. Cet absence d’effet délétère sur l’hémodynamique 
pulmonaire et sur les marqueurs de l’inflammation renforce l’intérêt des effets positifs 
observés sur les échanges gazeux et sur la fonction épithéliale. 
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V- Conclusion 
 La Cyclosporine A est devenue célèbre pour son action immunosuppressive et plus 
récemment, est apparue intéressante pour limiter les lésions d’ischémie-reperfusion. Afin 
d’évaluer son action sur les poumons d’un grand mammifère, nous avons choisi la technique 
novatrice d’évaluation pulmonaire ex vivo. Nos expérimentations ont été menées sur des 
poumons porcins qui subissaient différentes périodes d’ischémie et recevaient diverses doses 
de CsA. Nous avons mis en évidence une amélioration des échanges gazeux et une réduction 
du marqueur de lésion épithéliale pulmonaire RAGE, avec CsA. Les effets hémodynamiques 
péjoratifs et l’élévation des cytokines pro-inflammatoires ont été constatés avec des 
concentrations élevées de CsA. Des concentrations plus faibles de CsA n’induisaient pas ces 
effets mais conservaient un  net bénéfice sur les échanges gazeux.  
Il apparait à l’issu de ce travail que l’utilisation de la CsA permettrait de réduire les lésions 
d’ischémie-reperfusion pulmonaires, premières responsables de la défaillance primaire du 
greffon. A l’avenir il serait intéressant d’évaluer grâce au même modèle, les effets de 
molécules qui ciblent le pore de transition de perméabilité mitochondrial, avant d’envisager 
une application humaine. 
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